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1 INTRODUCAO

As pesquisas na area da saude publica mundial crescem
constantemente, com vistas a proporcionar a populagdo uma maior longevidade e
qualidade de vida, combatendo doencas infecciosas. Assim a vacinacdao ¢ uma
das estratégias que tem sido cada vez mais estudadas e utilizadas pela sua
economia e eficacia na prevencéo e no controle de doencas causadas por micro-
organismos (ULMER, 2006). Apesar dos grandes avangos tecnoldgicos
alcancados, ainda hoje varias vacinas sao pouco imunogénicas ou nao
apresentam resposta imune capaz de prevenir doencas, sendo necessaria a
associacdo de adjuvantes (SINGH & O"HAGAN, 2002).

Adjuvantes, dentre eles a subunidade B da enterotoxina termolabil de
Escherichia coli (LTB), sdo substancias que quando administradas em combinacao
a um antigeno especifico induzem maior resposta imune do que o antigeno
sozinho (SINGH & O'HAGAN, 1999). Varios antigenos ja foram utilizados para
comprovar a eficiéncia do uso da LTB como adjuvante (FINGERUT et al., 2006;
PITCOVSKI et al., 2006). Sua ligacdo a antigenos pode gerar o desenvolvimento
de novas vacinas contra patégenos que invadem o hospedeiro através da
mucosa.

O género Salmonella inclui trés espécies, Salmonella enterica, bongori
e subterranea. S. enterica inclui seis subespécies, porém, somente a S. enterica
subsp. enterica apresenta importancia clinica para humanos e € responsavel por
milhdes de casos de toxinfec¢des de origem alimentar em todo o mundo (LINAM,;
GERBER, 2007, GRASSL; FINLAY, 2008). Fimbrias sdo filamentos protéicos
responsaveis pelo processo de aderéncia as células epiteliais e estdo envolvidas
na patogenicidade da bactéria (WULLT et al., 2001). Em outro trabalho, a
subunidade fimbrial principal recombinante da fimbria tipo 1 (rFimA) de
Salmonella Enteritidis foi selecionada como antigeno modelo para a ligacdo a
LTB, administrada via oral ou parenteral, co-administrada ou fusionada a outros
antigenos, j& que parece haver uma forte influéncia do antigeno na atividade
adjuvante da LTB (SEHN, 2010). Entretanto, os soros dos animais imunizados
somente com rFimA apresentaram niveis de anticorpos maiores ou semelhantes
aos dos animais imunizados com rFimA fusionada ou co-administrada a LTB,
resultado que sugere que rFImA pode apresentar uma atividade adjuvante. Por
isso, o0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a potencial atividade
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adjuvante da subunidade fimbrial principal recombinante da fimbria tipo 1 (rFimA)
de Salmonella Enteritidis.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para avaliar a potencial atividade adjuvante da rFimA de Salmonella
Enteritidis, grupos contendo 6 camundongos BALB/c, foram vacinados com rFimA
(grupos 1 e 6), com rFimA fusionada a rLTB (rLTB/FimA, grupos 2 e 7) ou co-
administrada a rLTB (rFimA + rLTB, grupos 3 e 8), com rLTB (grupos 4 e 10) e
com PBS (controle, grupos 5 e 11) por duas vias: via oral (V.O., grupos 1 a 5) e
intramuscular (I.M., grupos 6 all). O protocolo de imunizacdo consistiu de 3
doses contendo 60 ug de rFimA e/ou 40 ug de rLTB ou PBS, com intervalo de 10
dias entre cada uma delas (dias 0, 10 e 20).

A resposta imune humoral anti-rLTB das vacinas administradas V.O. e
I.M. foi avaliada através de um ELISA indireto, utilizando a proteina recombinante
rLTB como antigeno e 0os soros dos animais vacinados coletados no dia 29 apés a
12 imunizacao (diluidos 1:100) como anticorpo primario. Anticorpo de cabra anti-
IgG de camundongo conjugado a peroxidase (1:3000) diluido em PBS-T foi
utilizado como anticorpo secundario marcado. Todas as rea¢g8es ocorreram por 1
h (com excec¢do da sensibilizacdo que ocorreu overnight), o volume dos reagentes
foi de 50 plL/cavidade e apos todas as etapas de incubacdo, as placas foram
lavadas 3 vezes com 200 plL/cavidade de PBS-T. Apds a remocéo de excesso de
conjugado através de 5 lavagens com PBS-T. As reacfes foram reveladas
através da adicdo da solucdo cromogena ortofenilenodiamina (OPD) diluida em
tampéao fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com 0,01% de H,0,). As placas foram
mantidas no escuro por 15 min a temperatura ambiente e a leitura das reac¢des foi
realizada em espectrofotdmetro para microplacas Thermo Plate a 450 nm. Como
controle negativo do ELISA, foi utilizado soro de camundongo ndo imunizado, e
como controle positivo, anticorpo policlonal anti-rFimA.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados, como mostra a Figura 1, demonstraram que a rLTB foi
capaz de gerar uma resposta de anticorpos antigeno espeficica. Os maiores
niveis de anticorpos anti-rLTB foram detectados nos soros dos animais
imunizados I.M. com rFimA co-administrada a LTB seguido dos soros dos animais
imunizados com rLTB. Os niveis de anticorpos ndo diferiram significativamente
entre os dois grupos. Entre os grupos imunizados V.O., os vacinados com rFimA
co-administrada a LTB e com rLTB, seguidos dos soros dos animais imunizados
com a quimera rLTB/rFIimA apresentaram os maiores niveis de anticorpos anti-
rLTB. Entretando ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre eles. As
maiores respostas imunes foram obtidas quando os animais foram imunizados por
via intramuscular.
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Figura 1. Avaliagdo da resposta imune humoral anti-rLTB dos soros dos animais
imunizados via oral e intramuscular (diluidos 1:100), coletados no dia 29 apés a 12
imunizacéo, através de ELISA indireto. Os dados estéo representados como D.O.
média de duplicatas. Letras diferentes representam diferencas estatisticas
(p<0,05) entre as médias.

4 CONCLUSOES

Esses resultados sugerem que a rFimA induziu a produgédo de anticorpos
anti-rLTB quando co-administrada a rFimA (quimera) e assim, apresenta um efeito
adjuvante. Entretanto, mais estudos devem ser realizados visando a avaliagao do
potencial efeito adjuvante da rFimA de S. Enteritidis.
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